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PROCliSS FOR OB TAINING TRANSGENIC PLANTS WHICH HAVE AN IMPROVED CAPACITY FOR THE UPTAKI.'. 
OF NU TRIENTS AND TOLERANCE 'TO 'TOXIC COMPOUNDS WHICH ARE PRESEN T IN THE SOIL 

MI"TOD0 PARA LA Oim-NCION DE PLANTAS TRANSGENICAS QUE TIENEN UNA CA1>ACIDAD MIUORADA 
PARA LA TOMA DE NUTRIEN'TES Y LA TOLERANCIA A COMPUES'TOS 'iOXICOS PRESENTCS EN EL SUliLO 



(57) Abstract 

'The inveniion relates to a process Tor oblaiiiitig throuizh ^leneiie eiiginecnii*: plants with an improved cai)aeiiy lo synllicsize. accuiuulatr. 
and exudate organic acids. More speciTically, it relates to the generation of tnmsgenie plants which have an improveti capacity for the 
production and excretion of organic acids, providing them with an improved capacity to absorb natural nutrients for tl»e soil or addetl nutrients 
such as fentiizers. Said [)lants have also an incremented capacity to tolerate the presence in the soil of cenain toxic conipoutuis such as 
aluminium. 'The transfonnation process implies the introduction of genes which increase the capacity of the plant to produce organic acids 
and comprises the following steps: a) preparation of a recombinant ntolecule comprising the coding sequence for an enzyme which produces 
organic acids, functionally ligated to a promoter sequence which is active in vegetable cells and a terminator of the functional transcription 
in vegetable cells; b) transform at ioi) of vegetable cells with said constniction; c) regeneration of transgenic plants from transformed cells. 



(57) Resumen 



Esta invencion .se rchcre a un ntetodo para la obtencion por tecnicas de ingenien'a genetica de plantas mcjonidas cn su ca[)acidad 
de sintetizar, acuniular y exudar acidos organ icos. Mas especificamente se refiere a la gencracion de plantas transgcnicas que lienen una 
capacidad mejorada dc producir y excretar i'tcidos organicos, lo que les permite una mejor capacidad de absorcion de nutrientes naturales 
del suelo o adicionados como fenilizantes a los suelos. Estas plantas lienen tambidn una capacidad incrcnientada de loierar hi presencia en 
cl suelo de ciertos compuestos toxicos como es el aluminio. El mctodo de transformacion implica la introducion de genes que incrementa 
la capacidad de la plania pant producir ^icidos organicos y comprcnde los siguienles pasos: a) preparaci6n de una niol^cula recombinante 
que comprcnda la seciiencia codificante para una cnzima que produce acidos orgdnicos. funcionalmente ligados a una secuencia promotora 
activa en cehillas vegetales y ini lerniinador de la transcripcion funcional cn celulas vegetales: b) transfonnaci6n de celulas vegetales con 
dicha const rucci6n, c) la regenenici6n dc platUas transg6nicas a panir de las c61ulas Iransfomiadas. 
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Melodo para^la obtencion de plantas iransgenicas que tienen 
una capacidad mejorada para la toma de nutrienies y la tolerancia a 
compuestos toxicos presentes en el suelo. 
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Antecedentes de la invencion. 

La invencion se refiere a un melodo para la obtencion de planias 
transgenicas que tienen una elevada capacidad para sintelizar y exudar acidos 
organicos cuando se comparan con plantas no iransformadas equivalentes, una 

10 molecula de ADN para producir dichas plantas transgenicas, las plantas 
transgenicas con capacidad incrementada de siniesis y excresion de acidos 
organicos y los usos de las plantas transgenicas. 

Exislen al menos 17 elementos minerales que son esenciales para cl 
crecimiento y desarrollo de las plantas. Los clemenios que se han descrito incluycn 
I 15 al C,H,0,N,K,P,Mg,Ca,S,Fe,B,Mn,Cu,Zn,Mo,Cl y Ni, algunos dc ellos, los 
micronuirientes, como por ejemplo el molibdeno, .se requicrcn a conccnlracioncs 
menores a una parte por millon, pero si estan ausentes la planta no puedc 
compietar su ciclo de vida. Otros nutrientes como el nitrogeno y el fosforo (los 
macronuirienles) se necesitan en niveles elcvados y Ilegan a alcanzar 

0() conceniraciones de hasta el 3% del peso seco total de la planta (Crawford, N.M 
(1994). En Arabidopsis. Cold Spring Harbor Press pp. 1 1 19-1 145). 

El nitrogeno, fosforo y Fierro, son con mayor frecuencia los nuirienlcs 
que limitan el rendimicnto de los cultivos. Esios elementos adcmas dc nutrientes 
esenciales, actiian como senales ambientales que pueden modificar dramaticamenie 

05 la fisiologia y desarrollo de las plantas, por ejemplo, alterando la tasa dc 
crecimiento y ramificacion de la raiz de acucrdo a la concentracion extracelular dc 
estos iones 0 activando ^ la expresion de genes especificos tales como 
transportadores y reductasas (Goldstein, A.H (1991).Theor. Appl. Genet. 
82:191-104 ). 

30 Cada nutriente tiene propiedades particulares que afectan su disponibilidad 

y su captacion por la planta, asi por ejemplo, aunque el P y cl Fe pueden esiar en 
concentraciones adecuadas en el suelo, pueden encontrarse en el suelo en formas 
insolubles, no disponibles para ser tornados y utilizados por las plantas. La 
disponibilidad de P y Fe depende del pH del suelo. El fierro se precipita cuando sc 

35 combina con iones hidroxiio y el fosfalo sale de solucion uniendose fuertemente al 
Ca y Mg en suelos con pH alcalino o al Mn, Fe y Al en suclos acidos. 



Para resolvTTel problema de la talia de nuirientes en cl suelo en forma 
asimilable para la piantas, se ha recurrido a la aplicacion iniensiva de fertilizanics. 
en cuya produccion se gasian lan solo en los Estados Unidos alredor de 10 
billones de dolares cada ano (Glass, A. D,H (1989) Plant nulriiion:An 
5 introduction lo current concepts. Jones an Bartlett, Boston, Massachuseiis). En 
todo el mundo se suministran a los cultivos mas de 140 millones de loneladas de 
nilrogeno, fosforo y poiasio. Sin embargo, solo una pequena parte de esios sc 
aprovecha y el reslo se pierde por diversas razones. Por ejemplo, en suelos acidos 
una gran parte del P suministrado a ios cultivos como fertilizante reacciona con 
10 moleculas de Fe y Al formando compuestos insolublcs no aprovechables, en el 
proceso llamado fijacion de fosfalo al suelo. En un estudio recientc se ha 
propuesto que hasta el 80% del fosforo en el suelo permanece indisponible para la 
planta debido a fenomenos de adsorcion, precipitacion y conversion a formas 
organicas (Holford l.C.R. (1997). Aust.J.Soil Res. 35:227-239). 
15 Dc los fertilizanics usados en el mundo una buena parte sc picrde por 

lavado del suelo durante la epoca dc lluvias llegando hasta los cuerpos de agua y 
convirtiendose en un problema dc contaminacion muy serio. 

Debido a este ultimo problema, el enfasis pueslo inicialmenle en la 
nutricion vegetal para maximizar la produccion ha cambiado con la intencion dc 
20 minimizar las emisiones de nutrientes al ambiente (ManncijcL. (1994). En 
Grassland and Society. Mannetjc and Frame. Wageningcn Press, Wai;emngcn). 
Por ejemplo, el Gobierno de Holanda ha promulgado Icyes que entraron en vigor a 
panirdecnerodc 1998 tendienlcs a limilar el uso del Nitrogeno y del Fosforo, la 
aplicacion de e.slos elementos estara sujeta a un monitoreo estricio del estado 
25 nutricional de los suelos para mantener la produccion de los cultivos con la 
aplicacion minima de fertilizantes. Para varios paises europeos el desarroilo dc 
cultivares con alia eficiencia nutricional es una necesidad urgente para disminui'r el 
cfeclo negativo que han tenido las practicas agricolas sobre los ecosistemas 
(Loneragan, J. F ( 1 997). Plant and Soil 1 96: 1 63- 1 74). 

30 Para enfrentar el problema de la incapacidad de la mayoria de las piantas de 

tomar nutrientes no disponibles del suelo, algunos tratamientos han sido 
desarrollados, como es la adicion de acidos organicos (ver patente: US Pat 
5,593,947; Enero, 14 de 1997), la adicion de nutrientes quelados (ver patente: 
EPO Pat 0 284 339; 22 de Marzo de 1988) o la inoculacion con microorganismos 

35 que solubilizan nutrientes (ver patente: US Pat 5,026,417; Enero 25, de 1991). 



^ ^ _ efeciivos resultan coslosos y se requieren de repeiir lodos 

los anos. 

Por lo lanto, es de suma importancia el desarrollo de planlas transgenicas 
con una mayor eficiencia de toma de los nutrientes que cxisten en el suelo o de 
5 aquellos que son aplicados en forma de fertilizantes. 

De poderse obtener dichas plantas, como es demostrado en esta invencion, 
en el caso direcio del Fosforo se vislumbran dos grandes aplicaciones: 1) La 
explotacion efectiva de las reservas de Fosforo en suelos afectados por el pH, en 
los cuales este nutriente no esta disponible para las plantas; 2) Alcanzar los 
10 requerimientos de fosfato para los cullivos con una aplicacion menor de 
fertilizantes. 

Las rafces de las planlas excreian una gran variedad de iones y sustancias 
organicas que afectan la disponibilidad de nuirienies en el suelo. La siniesis y 
exudacion de compuestos quelanles (acidos organicos y fiioquelatinas) han side 

1 5 propueslos como un mecanismio que facilila la captacion de diferenies clemenios, 
por ejemplo P, Fe, Mn y Zn (Marschner, H. (1995) Mineral nutrition of higher 
plants. Academic Press, San Diego, CA). En el conlexto de la presenle invension 
la exudacion y excresion se consideran funcionalmente el mismo proceso, que 
definimos como el proceso mediante el cual las planlas, a traves de sus raiccs, 

20 envian compuestos organicos e inorganicos al suelo. 

La naluralcza qui'mica de las sustancias que se excreian por la raiz dcpendc 
de varios factores: la especie, la variabilidad genelica, la edad de la planla y cl 
eslado nutricional de la misma, Los componenles que se han identificado en \os 
exudados de riuz se pueden incluir en dos grandes grupos: suslancias 

0^ mucilaginosas y solulos organicos. Los solulos organicos incluye aziicarcs, acidos 
organicos, aminoacidos y compuestos fenolicos. 

Los acidos organicos son moleculas muy versatiles que loman pane en 
diferenies procesos fisiologicos en lodos los organismos vivos incluyendo las 
plantas. La biosintesis de estos compuesios parece ser un fenomeno general que se 

30 encuentra conservado en los seres vivos, aunque en los animales se conoce a 
detalle su participacion como precursores de vias metabolicas importantes como el 
ciclo de Krebs o el ciclo del glioxilato, su mecanismo de transporte y las enzimas 
con las que intcractiian, en las plantas se tiene muy poca informacion al respecto 
(Srere, P.A. (1992). Curr. Top. Cell. Reg. 33:261-275). 

25 La excresion de acidos organicos ha side correlacionada con la capacidad 

de algunas especies vegetales, como la colza {Brcissica napus) y el lupino bianco 
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(Lupiniis alhiis). de solubilizar fosfalo (y por lo lanto, convertir, el fosfalo en 
formas biologicamenle asimilables), a paiiir cic compueslos insolubles como los 
fosfalos de Aluminio o Fierro, o de la roca fosforica. En ambos casos un 
incremenlo en la exudacion de acidos organicos es observada como respuesla a un 
5 eslres causado por la faka de fosfato (Hoffland et al. (1989) Plant and Soil 
1 13:161-165). Basados en estos estudios se ha propuestos que la exudacion 
natural de acidos organicos por Brasica napus\ es una estrategia cfectiva para 
incrementar la loma de fosfato a partir de roca fosforica. En el caso de Lupinus 
alhus, en condiciones de baja disponibilidad de fosfalo, se induce la formacion de 
]0 raices especializadas, que han sido denominadas rafces proieoides, que exudan 
una gran cantidad de acido cftrico, lo que le permite a esla especie vegetal la 
solubilizacion do fosfato a partir de compueslos insolublcs como el fosfalo de 
Fierro o Aluminio. 

Ademas de la correlacion observada entrc la capacidad de ciertas especies 

I 

15 vegeiales dc solubilizar losfato y su capacidad dc exudar acidos organicos, 
especialmenle acido citrico, desde los anos 50 sc conoce que los acidos organicos, 
como citrato, malato, oxalaio, lartrato, malonalo y laciaio son capaccs de disolver 
los fosfalos de Aluminio y Fierro que normalmenie son insolublcs. Dc lodos los 
acidos organicos anles mencionados, el citraio parece ,scr cl mas cfeclivo para 

20 disolver compueslos insolublcs de fosfalo. 

Oiro probiema importanie que afccia la loma dc nutrienies del suelo es la 
presencia de compueslos loxicos, como ciertas formas dc Aluminio soluble u oiros 
mclalcs que pueden inleiferir con el crccimicnlo dc la raiz. 

El Aluminio (Al), es el metal nuis abundanlc sobre la capa (crresirc 

25 (representando aproximadamcnlc el 7% de su masa) y se encuenlra en cl suelo 
principalmente en forma de silicalos y oxidos de Aluminio insolublcs. Sin 
embargo, cuando es solubilizado en suelos acidos (principalmente en forma dc 
Al+3),el Aluminio es altamenle toxico para muchos cultivos. La loxicidad por Al 
se considera como cl principal factor que iimita la produciividad vegetal en los 

30 suelos acidos. La acidificacion de los suelos ocurre en forma natural cuando los 
caliones basicos son arrastrados del suelo, pero tambien puede ser acelerada 
considerablemenie por ciertas practicas agricolas y por la liuvia acida. Los suelos 
acidos comprenden aproximadamenle el 40% de la superficic arable del mundo y 
son pailiculamienle abundanies en las rcgiones tropicales y subtropicales del 

35 mundo (Foy^CD. ei al. (1978). Annu.Rev. Plant Physiol. 29: 51 1-66). 



Una praclica^Smun para sostener la produciividad agricola en los suelos 
acidos, es la aplicacion de hidroxido dc calcio (lime) 6 sulfaio de calcio {gypsum, 
CaS04.2H20) para incrementar el pH del suclo (ver por ejempio la paienie US 
Pat. 5,628,81 1; 13 de Mayo de 1997). Aunque este tipo de tratamientos del suelo 
5 han lenido exiio, no represenla una solucion viable para muchos agriculiores 
debido a que no cuentan con los recursos economicos para aplicarlo, ademas de 
que su aplicacion propicia efectos indeseabies tales como la contanninacion de rios. 

En las plantas, el Al produce siniomas loxicos gcnerales que son similares 
a deficiencias nutrimentales (Bennet, RJ et al. (1986). J. Plant Soil. 3: 1 1-17.). El 

10 decremento en la nutricion mineral parece deberse principalmentc a la inhibicion 
del crecimiento de la raiz de la planta ocasionado por la accion del Aluminio sobre 
la puma de la raiz (Ryan, PR et al. (1993). J.Exp.Bot. 44: 437-446). La presencia 
de Al en concentraciones del orden micromolar en soluciones nutritivas sencilias 
puede inhibir el crecimiento de las raices en pocos minulos . 

15 Diferentes estudios han mostrado que existe una considerable variabifidad 

gcnctica inter e intraespecies respecio de la tolcrancia vegetal a la loxicidad por Al 
(Baligar, VC et al. (1993). Plant and Soil. 150: 271-277.). Aunque sc han 
propueslo diferenie hipotesis para expiicar las dilerencias genotipicas que dan 
origen a plantas tolerantes al Al, la evidencia sugierc fuerlemente que en direrenics 

20 cspecics vegelales la lolerancia se origina via la exclusion del Aluminio de la punta 
de la raiz (Dclhaize. E et al. (1993). Plant Physiology. 103: 685-693.). Se h;i 
ob.servado, por ejempio, que los cultivares de Trigo susceptibles acumulan dc 3 a 
8 veces mas Aluminio que los cultivares tolerantes en el apice de la rai/ (Tice. KR. 
El al. (1992). Plant Physiol. 100: 309-318). 

25 Latolerancia a Al en Trigo {Triricum sp ), Maiz (Zca mayz) y Haba {Vkia 

[aha L.) se ha correlacionado con un incrcmcnto en su capacidad de excretai' 
acidos organicos, tales como el acido malico y el acido curico (Miyasaka SC et al. 
(1991). Plant Physiology. 91: 737-743; Delhai/e E et al. (1993). Plant 
Physiology. 103: 695-702). Se ha propuesto que los acidos organicos excretados 

30 confieren tolerancia al formar complejos con el AI+3 fuera de la membrana 
plasmatica, previniendo asi su ingreso (Miyasaka SC et al. (1991). Plant 
Physiology. 91 : 737-74312). 

De acuerdo con el papel propuesto para los acidos organicos como agcnles 
quelantes que previenen la loxicidad por Aluminio, se ha demostrado que la 

35 adicion de acidos organicos, tales como el curico y el malico a la solucion nutritiva 
donde son crecidas las plantas, disminuyen significativamente el efecto toxico del 



Aluminio. Esios experimenlos tambien han mostrado que el acido citrico es mas 
efeclivo que el succinato o el malato para revertir la loxicidad por Al (Hue, NV el 
al. (1986). Soil-Sci.Soc. AcU. 50 : 28-34; Barleii, RJ. and Riego, DC. (1972). 
Plant Soil. 37: 419-423,). 
5 La afinidad del citraio por cationes imporlanies biologicamenie se conoce 

desde hace varios afios. En esiudios pioneros dirigidos por D.H. Sieling de la 
Universidad de Massachusetts, se comparo el efeclo de varias sustancias que 
forman parte de la materia organica del suelo para evitar la precipitacion del 
Fosfato ocasionada por Fierro y Aluminio. Enire los resultados obtenidos en estos 

]Q trabajos, se encontro que el citrato se unc fuertemenle al Fierro y Aluminio 
evitando la precipitacion del Fosfato a distintos valores de pH, esta inieraccion fue 
mas eficiente comparada al efecto promovido por oiros acidos organicos. En la 
reaccion mencionada, un milimol de citraio sc combina con un milimol dc 
Aluminio disminuyendo hasta en un 100% la precipitacion del Fo.sfalo en un rango 

15 de 4.0-9.0 unidades de pH. ^ 

Se ha sugerido que la efeclividad del citraio para interactuar con cationes, 
esia deierminada principalmenle por las cargas negalivas prescntes en su 
eslructura, las cuales promuevcn la fomiacion dc complcjos organometalicos 
allamenle estables. 

20 Evidencia reciente sugicre que los acidos organicos. especialmente cl 

citraio, desempenan un papcl fundamental en la lolerancia dc las plantas a 
loxicidad por Aluminio (Miyasaka el al. (1991 ). Plant Physiology 96:737-743. Dc 
la fucntc el al. (1997) Science 276:1566-1568) y meialcs pcsados (Yang cl 
(1997) Plant and Soil 196:271-176), asi como en la captacion dc nuirienics tales 

25 como el Fosforoxl Fierro y el Niquel (.lones, D. L. and P.R. fJamili (1904) Plant 
asn Soil 166:247-257). 

Las enzimas que sintetizan acidos organicos y los genes que las codifican 
han sido ampliamente estudiados en bacterias y animales. Enire las mas cstudiadas 
estan la citrato sintasa y la malato deshidrogenasa, que han sido caractcrizadas en 

30 mucho detalle y los genes que las codidifican de un numero importante de 
bacterias, animales y algunas plantas han sido aislados y secuenciados. Para el 
caso de la Citrato Sintasa mis de 300 genes han sido clonados y caracierizados, 
mientras que para la Malato Deshidrogenasa mas dc 500 genes han sido clonados 
y secuenciados. 

35 La citrato sintasa, cataliza la sintesis de citrato mediante la condensacion 

del gmpo metilo del acetil cocnzima A y el grupo carbonilo del oxalacetato. De esia 



•I ' _ , 

aminoacidos que lornum cl silio aclivo, los cuales estan 

conservados en lodas las enzimas analizadas incluyendo las dc Rickettsia y 

Arabidopsis (Alter et al. (1990). Biochemistry. 29:7557-7563). Las citrate 

sintasasde las bacterias gram negativas Escherichia coli , Acinetobactcr anirratum 

5 y Pseudomonas aeruginosa, son enzimas alosiericas cuya actividad se inhibe 

fuertemente por NADH y comparten una homologia de alrededor del 75% en su 

secuencia de aminoacidos (Alter et al. (1990). Biochemistry. 29:7557-7563). 

En las plantas se han identificado dos isoformas de la Citrato Sintasa, una 

que se localiza en la mitocondria y otra presenie en el glioxisoma. El analisis de los 

JO ADN complementarios que codifican para las enzimas milocondriales dc 
Arabidopsis thaliana y Papa (Solanum luhcroswri), mostraron homologia con las 
enzimas de cerdo y ievaduras, cn tanto que la citraio sintasa del glioxisoma de 
Pepino parece estar mas relacionada a sus contrapailes bacterianas. Ambus 
isoformas son distintas inmunologicamente y al parecer no estan sujetas a 

15 regulacion alosterica (Kato el al. (1995). Plant N4oL Bio. 27:377-390). 

La factibilidad de producir plantas iransgenicas que cxpresan genes 
(oraneos ha sido demostrada ampliamante. Se lia logrado la expresion de genes 
tanto de origen vegetal, como bacteriano, viral y animal. 

Existen diferentes melodos dc transformacion genetica para la obtencion dc 

20 celulas transgenicas a panir de las cuales se pueden regcncrar plantas iransgenicas 
fertiles. Entre eslos melodos se pueden destacar la cleclroporacion dc protoplasios 
o tejidos intaclos, ei co-cultivo de celulas o icjidos inlactos con cepas dc 
Agrohactcrium lumefaciens y el bombardeo con micropariiculas o biolistica. 

Nosotros hcmos demostrado que es posiblc iransiormar gcnciicamentc 

25 ciertas plantas para darles una mayor capacidad de sintetizar, acutnular y exudar 
acidos organicos. La invencion entonces provee de un metodo para obtener plantas 
yansgenicas con una capacidad aumentada de sinteti/ar y exudar acidos organicos, 
que comprende los siguientes pasos 

a) La preparacion de una construccion genetica que comprenda una o mis 
30 enzimas que sinteticen acidos organicos, funcionalmente ligadas a una secuencia 

promotora de la transcripcion activa en plantas y una secuencia tcrminadora de la 
iranscripcion activa en celulas vegetales; 

b) La transformacion de celulas vegetales con la construccion genetica 
anterior; y 

35 c) La regeneracion dc plantas transgenicas a partir de las celulas 

transformadas. 
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Descripcion de la invencion 

Rcconociendo la importancia que licnc la disponibilidad de nutrienies en el 
suelo para la produccion agncoia, y que inuchos de los nutrienies presentes en el 
5 suelo o agregados durante las praciicas agronomicas como fertilizantes se 
convierlen en formas insolubles no disponibles para la nutricion, crecimiento y 
produclividad de las plantas, ha sido desde hace mucho liempo altamente deseablc 
la obtencion de plantas con una mejor capacidad de aprovechar los nuirientes no 
disponibles del suelo, Eraentonces deseabie la aplicacion de las tecnicas de ADN 

10 recombinanie c Ingenieria Genetica para la produccion de plantas con una 
capacidad mejorada para la solubilizacion y absorcion de nuuienies del suelo a 
partir de compuesios insolubles o poco disponibles para las plantas. 

Dado que exisie evidencia que demuesira o al menos sugiere fueriemenlc 
que los acidos organicos facilitan la disolucion y absorcion de nutrienies, 

15 especialmenie fosforo y fierro, a panir de compuesios insolubles o poco 
disponibles para la nutricion de las plantas, es altamente deseabie la obtencion dc 
plantas transgenicas con una capacidad aumentada para producir y excretar acidos 
organicos, y que por lo lanio tengan una mayor capacidad para la utilizacion dc 
nutrienies del suelo. 

20 Aunado a esto. sc ha postulado que la exudacion de acidos organicos es un 

mecanismo utilizado por algunas plantas para combalir los efectos toxicos dc 
algunos elementos presentes en el suelo, como es el caso del aluminio en suelos 
acidos. Por lo lanto, las plantas transgenicas que tienen una clevada capacidad para 
la sintesis dc acidos organicos, no solo tienen una mejor capacidad dc utilizar 

25 nutrienies biologicamenle no disponibles en el suelo, sino que lambien son 
capaces de lolerar concentraciones toxicas de algunos elementos como el aluminio. 

En la presenle invencion se describe un metodo para la oblencion dc 
plantas transgenicas con una capacidad incremenlada de produccion, acumuiacion 
y exudacion de acidos organicos. En particular la invencion se rcfierc a la 

30 sobreproduccion de acido citrico, sin embargo, la presente invencion no se limita 
a la sobreproduccion dc acido cilrico, ya que es posibic tambicn la 
sobreproduccion de otros acidos organicos, como son el acido malico y el acido 
oxalico entre otros. 

Uno de los aspectos de esta invencion, describe la construccion de una 

35 molecula de ADN recombinanie que codifica la cnzima citraio sintasa, 
funcionalmenie ligada a una secuencia promotora de la iranscripcion funcional en 



plantas y una secuoWa lerminadora de la iranscripcion de pTantas. La presente 
. invencion sc refiere, pero no sc limita, al uso del gen que codifica la Citraio 
Sinlasa, ya que es posible tambien el uso de oiros genes que codifican enzimas 
que sinietizan otros acidos organicos conio aquellas capaces de sinieiizar el acido 
5 malice y el acido oxalico. 

En celulas vegetales, la sintesis de acido citrico ocurre primordialmenie en 
la mitocondria, donde es la primera reaccion del ciclo de Krebs y es lievada a cabo 
por la citrato sintasa. Ya que esta reaccion es parte de un ciclo complejo,' donde el 
flujode esqueletos carbonados no necesariamenle se acumula en uno solo de sus 

10 componentes y esta sujeto a complejos mecanismos de regulacion, es altamente 
descable para llevar a cabo la invencion, compartamenlalizar la cnzima citrato 
sintasa en un compartimenlo subcelular distinlo a la mitocodria, para evitar que las 
moleculas de acido curico sintetizado se conviertan en otros de los componentes 
del ciclo de Krebs. Por lo tanlo, un aspecto importante de esta invencion cs la 

15 descripcioniide un metodo para obtencion de plantas transgenicas donde la Citrato 
Sintasa esta localizada en un compartimento subcelular disiinto a la milocondria, 
como son el citoplasma y el cloroplasto. Por ende. la molecula de ADN 
recombinante descrita en esta invencion puede contener un peptido senal o de 
transitu que dirija la Citrato Sintasa a un compartimento discreto de la celula. 

20 La presente invencion tienc ventajas sobre la tecnica anterior, ya que las 

plantas transgenicas obtenibles por este metodo tiene una inejor capacidad dc 
tomar nutrienlcs o tolerar compuestos toxicos sin la nccesidad dc cmplear 
iratamientos qui'micos del sucio o el uso de nutrienlcs asociados a compucslos 
quelantcs. 

25 La industria o los agricultores pueden usar las semillas transgenicas para 

establecer cultivos agricolas, reduciendo sus costos de produccion, en terminos dc 
tratamientos del suelo o adicion de fertilizantes, o aumentando la produclividad dc 
los mismos en suelos acidos o en aquellos que tienen nutrientes no disponibles. 

Parte de esta invencion , donde se describe el metodo para la obtencion de 

30 plantas transgenicas que sobreproducen citrato y la capacidad aumentada de cstas 
plantas para tolerar concentraciones toxicas de aluminio, ha sido previamente 
publicada (Dc la Fuente et al.. Science 276: 1566-1568), 



Descripcion detallada de ia invencion. 

35 La presente invencion esta dirigida a la obtencion de plantas transgeincas 

con una capacidad incrementada de produccion y exudacion de acidos organicos. 
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De acueroD con uno de los aspecios descrilos en esia invencion, se 
describen moleculas recombinanles y meiodos que permiten la obtencion de 
planlas transgenicas con una capacidad incrementada de smlesis y exudacion dc 
acidos organicos. 

5 La forma dc acido organico preferido en esta invencion es el acido chrico, 

ya que se ha demostrado como uno de los mas efectivos para solubilizar y faciliiar 
la absorcion de nutrientes del suelo. 

En esta invencion nos referimos a la Citraio Sintasa como cuaiquier enzima 
capaz de sintetizar acido citrico. La presente invencion se refiere, pcro no se limita 
10 a la Citraio Sintasa, ya que es posible el uso de otros genes que codifican enzimas 
capaces de sintetizar otro acidos organicos. La Citraio Sintasa o cuaiquier oira 
enzima que sinietiza acidos organicos, debe tener parametros cineiicos compatibles 
con los sislemas bioquimicos y fisiologicos de la planta de inieres. 

El gen o la pane codificante de un gen que codifica enzimas que sinieiizan 
15 alridos organicos puede ser derivada de una molecula de ADN complemcniario. de 
ADN genomicoo puede scr sinietizado quimicamenle lolal o parcialmenie. El gen 
deseado puede ser oblenido de cuaiquier microorganismo, de cuaiquier planta o dc 
cuaiquier animal. 

En general, el gen o parte del mismo sera derivado dc secuencias nativas 

20 dc algun organismo. En c! caso de las enzimas capaces dc sintetizar acidos 
organicos, y en particular la Cilrato Sintasa. un gran ntimero de genes han sido 
previamenlc identificados y caracierizados, incluyendo la delernriinacion de su 
.secuencia nucleolidica. 

Para lograr que el gen contenido en la molecula de ADN recombinante se 

25 exprese en los nivelcs y en los icjidos adecuados, es deseable, pero no ncccsario 
para genes de origen vegetal, que estc contenido en un caselle de exprcsion que 
incluya una secuencia promolora de la transcripcion funcional en planlas, la pane 
codificante del gen de la enzima que sinietiza acidos organicos y un icrminador dc 
la transcripcion funcional en plantas. Adicionalmenie se puede incluir una 

30 secuencia que codifique para un peptido de transito que dirija la enzima a un 
companimiento especifico de la celula. El peptido de transito y las senales de 
procesamiento cprrespondienies puede ser derivado de cuaiquier prolema vegetal 
que se sinietiza en el ciloplasma y es iranslocada al companimiento subceiular dc 
inieres, ya sea csle el plastido o la milocondria. Por ejempio, para localizar cn los 

35 plasiidos pueden ser usadas secuencias derivadas de genes que codifican para la 
subunidad pequena dc la ribulosa bisfosfato carboxilasa o las protemas CAB que 



son aquellas que s^nen a las clorofilas a y h para formar las anicnas 
cosechadoras de luz (Van den Broek et al. Nature (London) 313, 358-363 
(1985)). 

Para la localizacion en el ciioplasma de enzimas codificadas por genes 
5 bacterianos, no es necesario adicionar ningun pepiido de iransito, ya que al carecer 
de este tipo de senales pemnaneceran en el ciioplasma de manera natural. 

En el caso de enzimas provenientes de eucarionies. si estas son localizadas 
en un compartimento subcelular distinlo al ciioplasma, es necesario remover su 
peptido de transilo naiural para localizarlas en el ciioplasma. 

10 En general es deseabie el uso de genes que no scan de origen vegelaK por 

lo lanto es necesario incluir en la molecula de ADN recombinanic las secuencias 
iniciadoras y terminadoras de ia iranscripcion para garanlizar la expresion 
funcional del gen en cuestion. 

Para cl caso de genes que no son dc origen vegetal, cn la secuencia 

15 iniciadora de la iranscripcion se debe incluir un proi^ioior y se puedc cmplcar 
lambien una senal de inicio de la traduccion optima para planlas o uno de los 
llamados poienciadores de la iraduccion. Los promoiorcs que pueden ser usados 
incluyen promolores de la planla que se desca translonnar, promoiores de olras 
planlas o de cualquier origen que scan funcionales cn ia planla bianco y diri jan una 

20 expresion conslituliva, inducible o lejido especiTica. Por ejemplo. se pueden 
ulilizar promolores derivados del plasmido Ti dc Ai^rohaaerium iumcfacieus conio 
son los promolores de la Oclopina Sinlelasa, la Nopalina Siniclasa o la Agropina 
Sinieiasa. Ademas, se pueden incluir oiros promolores conio cl prornoior 35S di'l 
virus del mosaico de la colifior o aquellos derivados de gemintvirus. 

25 La expresion temporal, inducible o lejido especiTica puede ser lograda 

medianie el uso de promolores o secuencias regulatorias que lienen la especificidad 
de expresion deseada. Aunque hemos cncontrado que la invencion funciona 
ulilizando promolores conslilulivos, podria ser deseabie considerar el uso dc 
promolores especificos de raiz o aquellos que se activan por eslres causado por la 

30 falla de fosfaio o fierro. Por ejemplo, los promolores de los genes que codifican 
los transporiadores de Fosfaio, que se ha demoslrado que se expresan dc manera 
especifica en las celulas del epitelio de la raiz (Muchhal U.S., el al. Proc. Natl, 
Acad. Sci. 93: 10519-10523). 

La secuenciadora lerminadora de la iranscripcion puedc ser derivada del 

35 mismo gen de donde se obluvo la secuencia promotora de la iranscripcion o de un 
gen distinlo. La secuencia lerminadora puede ser derivada de genes conienidos en 
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cl T-DN A del plasmido Ti dc Agrobaclerium, del virus del mosaico de la coliflor o 
de genes de origen vegetal. Por ejemplo, la secuencia lerminadora del gen dc la 
nopalina sinlelasa es frecuenlemente usado en la Ingcnicna Genelica de plantas. 

La diferenlcs secuencias de acidos nuciei'cos que forman parte de la 
5 molecula de ADN recombinante pueden ser unidas por metodos convencionales 
descritos en la literatura. La secuencias deben ser clonadas y unidas en la 
orientacion y orden correcto para lograr la expresion funcional cn celulas 
vegetales. 

De acuerdo con uno de los aspectos de esta invencion, las plantas de 
10 interes son transformadas con una molecula de ADN recombinante que codifica a! 
menos una enzima capaz de sintetizar acidos organ icos. En el desarrollo de la 
molecula recombinante, las diferenles secuencias nucleotfdicas que la componen y 
que comprendcn las secuencias regulatorias de la transcripcion y la secuencia 
codificanie de interes, pueden haber sido sujetas a diferentes tipos de 

ii ' 

15 proccsamiento, como son ligacioncs, digestioncs con enzimas dc rcsiriccion, 
mutagenesis /// vitro, adicion de oligonucleotides o modificaciones por medio de la 
reaccion de polimerizacion en cadena (PGR). Por lo tanto. los componenies dc la 
molecula recombinante antes de ser unidos pudieron cstar sujclos a delecioncs, 
inscrciones o modificaciones internas. Como la molecula recombinante cs dcrivacia 

20 de componentcs que sc originan de diferenles organismos y que ban sido aislados. 
purificados o sintctizados, no es una molecula que existc como tal cn la naturalcza. 

Dependicndo del melodo de transformacion utilizado para introducir ki 
molecula recombinante a la celula vegetal dc inleres, puede ser neccsario la 
inclusion de otras secuencias de ADN. Por ejemplo, cs necesario incluir un vector 

25 de clonacion molecular que peiinita su replicacion en li. coli y, para algunos 
casos, que permita la replicacion cn A. lumefacicns. Tambien gencralmente sc 
incluye un gen de seleccion dominante que permita identificar y scleccionar la 
celulas que incorporaron de manera estable la molecula recombinante en su 
genoma. 

30 La molecula recombinante puede ser introducida en la celula vegetal 

deseada por cualquier melodo de transformacion genetica de plantas, entre las 
cuales se puede incluir, pero no se limita, los siguientes metodos de 
transformacion: el sistema de transformacion mediado por el plasmido Ti de 
Ai^rohaaerium tumefacieus, la elcctroporacion, la microinyeccion y la biobalislica 

35 o bombardeo con microparticulas. 



[ema dc transformacion genclica mediada por el plasmido 
Ti de Agrobaclcrium para introducir la molecula recombinanie en el gcnoma de la 
celula vegetal es necesario incluir las secuencias hordes del T-DNA, de manera lal 
que esten preseiues a ambos extremos del gen que codifica la enzima que sinteliza 
5 acidos organicos y en algunos casos el gen de selcccion dominante. El uso de 
cepas de Agrobacterium desarmadas, es decir aquellas que se les ban removido los 
genes responsables de la formacion de tumores, pero que mantienen la capacidad 
de transferir ADN a celulas vegelales, pennite la regeneracion de piantas 
transgenicas que contienen la molecula recombinanie de inleres. 

10 La molecula de ADN recombinanie que contiene el gen que codifica para la 

siniesis de acidos organicos puede ser inlroducido en cualquier especie vegetal, 
incluyendo lanlo monocotiledoneas como dicoliledoneas. De especial inieres, es 
introducir la molecula recombinanie en especies vegeiales que por naiuraleza lienen 
una baja capacidad dc solubilizar Fosforo y Fierro del suelo o que son sucepliblcs 

15 a la loxicidad causada por el Aluminio. Ejemplos represenialivos de tales especies 
vegeiales incluye pero no esla iimilada a maiz {Zva mays), airoz (Oryza saiiv(i). 
Irigo (Triiicum sp ), sorgo (Sorghum bicolor), soya (Glycine max L.), labaco 
(Nicotiana tabaciim), tomate (Lycopcrsicum sculeium)^ papaya (Carica papaya) y 
papa (Solanuni mberoxum). 

20 Despucsde la iransfomiacion de los lejidos, las celulas vegeiales o de los 

proloplastos derivados dc la plania dc inieres, planlas transgenicas que coniiencn 
en su genoma la molecula recombinanie son regeneradas. Eslas planlas 
transgenicas son capacesde transferir de manera esiable la molecula recombinanie 
a su progenie, sea esla dcrivada de semillas, esquejes, luberculos o cualquier otra 

25 eslructura reproducliva. 

A! crecer eslas planlas en el campo, sc podra obtener una mayor 
produclividad en aquellos suelosque lienen canlidades limilanles de nulrienles, en 
particular, pero no limitado a, Fosforo o Fierro. Tambien se obtendra una mejor 
produccion en suelos acidos donde se encuenlran conccniraciones loxicas dc 

30 Aluminio. En los casos que se aplique Fosforo como parte de los fertilizantes, se 
obtendra un ahorro en la cantidad de ferlilizanie necesaria para obtener una 
produclividad optima. 

Dates experimentales (Ejemplos) 

La presente invencion sera ilusirada en los ejemplos que se describen a 
35 coniinuacion, los cuales de ninguna manera se pretende que limilen la presente 
invencion. 
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Ejemplo 1 

Expresion de la Citrato Sintasa de Pseudomona aeruginosa en 
el citoplasma de plantas transgenicas de Tabaco. 

/. Seleccicm de genes a ser usados 
5 Para obtener plantas que sobreproducen acidos organicos, genes que 

codifican para enzimas que tienen la capacidad dc sinteiizar acidos organicos 
fueron seleccionados. Uno de eslos genes, ci gen de Pseudomonas aeruginosa 
que codifica la enzima Citrato Sintasa fue selcccionado (Donald et al (1989), J. 
Bacteriol. 171: 5542-5550). Esta enzima sintetiza acido citrico a partir de 
1 0 oxaloaceialo y acelil-Coenzima A. 

Para eviiar que el acido citrico sinietizado por la Citrato Sintasa bacieriana, 
fuera convertido cn oiros de los componenies del cicio dc Krebs, se selecciono al 
citoplasma como el compartin-iiento subcelular dondc dicha enzima estaria 
localizada. 

15 

2. Constniccicm de la molecula recomhinamc 35SCSh para la expresion de 
Citraio Sintasa de Pseudomonas aerus^inosa en plantas 

i Construed on del veetor de expresion pB2 

20 Para iograr la expresion de la secuencia codificanie dc la Citraio Sintasa dc 

Pseudomonas aeruginosa, primero sc proccdio a coiistruir el vector de expresion 
pB2. Para ello. la region del promotor fotoinducible (cab 80 de chicharo) del 
vector pGV1511 (Jofrc-Garfias el al (1997), Plant Cell Reports 16: 847-852) 
delimitada por los sitios de restriccion Hind III y Bam HI fue subsiituida por el 

25 fragmenio Hind HI - Bam HI del vector pBI 525 (Datla et aL (1993), Plant 
Science 94: 139-149.), que contiene al doblc promotor 35S del virus del mosaico 
de la coliflor, la region potenciadora del virus del mosaico de la alfalfa y el sitio de 
inicio de la traduccion (como parte del sitio Nco I). La substitucion de la region 
promotora del vector pGV151 1 por la de pBI 525 se verifico medianie analisis de 

30 restriccion doble empleando los sitios Xba 1 y Hind III. 

//. Construccion de la moleeula recomhinante p35SCSh 

La region que codifica Citrato Sintasa de Pseudomonas aeruginosa a panir 

del residuo aminoacidico numero 9, correspondienlc a la secuencia de gltA 
35 delimitada por los sitios de restriccion Bcl I y Bam HI, fue moviiizada desde el 

vector pPKB (Donald cl al. ( 1989) J. Bacteriol. 171 : 5542-5550) al sitio Bam HI 



de pB2. La orientacrai del fragmenlo clonado se determino por analisis del 
fragmenio libcrado por una doble restriccion empleando las enzimas Xba I y Bam 
HI. AI clonar cl fragmenlo Bel J - Bam HI en la direccion correcta en pB2 la 
secuencia codificante de la citrato sintasa es modificada en sus 8 primeros residues 
5 aminoacidicos respeclo al peplido native, pucs la secuencia cn pPKB codifica Mct- 
Ala-Asp-Lys-Lys-Ala-Giu-Leu, en tanlo que en p35SCSb se codifica para Mei- 
Ala-Ser-Arg-Pro; el resio de la secuencia polipcptfdica que codifican ambas 
conslrucciones es la misma. Para verificar el marco de Icctura y la ausencia de 
modificaciones en la secuencia de la molecula recombinante p35SCSb, se 
10 determino la secuencia de 600 pares de bases a pariir del silio Xba 1 de p35SCSb 
por el meiodo de Sanger. La figura 1 ilustra los pasos seguidos para la obiencion 
de p35SCSb a partir de sus diferentes componenics. 

3. Oblencidu de planUis iransi^enicas que comicnc ai su ^cnonia la 
1 5 molecula recombinante 35SCSb 

El plasmido p35SCSb fue conjugado dc A", coli a la cepa dc 
Agrobacierium LB4404 (Hoekema A. ei al. (1983), Nature 303, 179-180) usando 
el sisteniade conjugacion triparental que usa el plasmido asisientc (heper plasmid) 
pRK20l3 (Lam S.T. el al. (1985), Plasmid 13, 200-204). La molecula 
20 recombinanie fue introducida en el genoma de Tabaco {Nicotiana uibacum L. var.. 
xanthi) usando el metodo de iransformacion dc discos dc hoja (Horsh R. B. cl al 
(1985), Science 227, 1229-1232). Las planlas regencradas, denominadas plantas 
CSb, fucron scleccionadas por su crecimiento en medio .selective) (]ue contiene 50 
microgramos de kanamicina por miiilro de medio de cultivo. 

25 

4. Analisis de las plantas CSb 

Para confinmar que las plantas CSb conienian la molecula recombinanie, 
ADN genomico fue exirai'do de las hojas de dichas plantas por meiodos 
convencionales, digerido con las enzimas dc restriccion Hind 111 y Bam HI, 

30 somelido a electroforesis en un gel agarosa al 1 % en buffer TBE, transferido a 
membranas de nylon e hibridizado con una sonda especiTica para el gen de la 
Cilralo Siniasa de Pseudomonas aerui^inosa. Encontrandose que la mayon'a de las 
plantas resistenies a kanamicina contenfan el caselle de cxpresion dc la Cilraio 
Sintasa de P. aeurof^inosa, 

35 Para verificar que cl caseUe de expresion era funcionalmentc transcrilo en 

las planlas CSb, ARN total de dicbas planlas fue exirai'do usando lecnica-s 
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convencionales y sometido a un analisis de hibridacion lipo Northern utilizando 
como sonda detectora un fragmento de AND correspondiente a la secuencia 
codificante de la Citrato Sintasa de P, acmf^iuosa. Se enconiro que la mayon'a de 
las plantas conienian niveles deieclables de ARN mensajerO' correspondiente a la 
5 Citrato Sintasa. Los niveles de ARN mensajero detectados para cada linea fueron 
variables como es normalmente encontrado en experimentos de transformacion de 
plantas. Esta variacion en los niveles de expresion de genes foraneos introducidos 
a plantas depende principalmente del sitio de insercion en el genoma de la planta 
bianco y que es conocido como el efecto de posicion. 

10 Se selecciono la progenie T2 de plantas homocigolas con una copia de la 

molecula recombinanie para analisis posteriores. No se obscrvaron diferencias 
fenotipicas obvias entre las plantas que contienen cl T-DNA p35SCSb y plantas 
control al sercrecidas bajo condiciones de invcrnadero, salvo que algunas plantas 
transgenicas producian mas biomasa y una mayor cantidad de scmillas. 

15 El analisis bioquimico de lineas transgenicas CSb (Srere, P. (1969). 

Enzymol, 13:3-22) mostro que varias dc cllas prcsentaban niveles elevados dc 
actividad Citrato Sintasa respecto dc las plantas control no transformadas. Se 
seleccionaron cuatro lineas con niveles de actividad Citrato Sintasa entre dos y ires 
veces mayores al control ( ver figura 2). 

20 La presencia de la CS bacteriana en las Imeas CSb fue confirrnada por 

analisis tipo Western cmplcando un antisuero (Donald, J,L, et ai.. (I9K9.). 
Journal of Bacteriology. 5542-5550) que no reconoce a la enzima vegetal. Evl 
analisis dcnsilometrico dc la detcccion por analisis tipo Western dc la CS 
bacteriana mostro una buena con-elacion entre cl nivcl dc CS bacteriana y el 

25 increment© detcctado en la actividad Citrato Sintasa en las diferentes lineas CSb, 
demostrando que los niveles incrementados de Citrato Sintasa en las plantas CSb 
es debido a la expresion dc la molecula recombinante que codifica la Citrato 
Sintasa de P, aeruginosa. 

Para determinar si la expresion de la CS en el citoplasma de las celulas 

30 vegetales ocasiona un incremento en el contenido de citrato, se analizaron cxtractos 
totales y de raices de las lineas CSb mediante cromatografTa liquida de aha presion 
y se compararon con los del control no transformado. Para determinar el contenido 
en los extractos de raiz, 1 gramo de lejido fue molido en nitrogeno h'quido y 
extraido con 10 mililitros de etanol a punto de ebullicion. El extraclo fue 

35 centrifugado a 1000 revoluciones por minuio por 10 minutos y el sobrenadanle 
filtrado en un filtro milipore con un poro dc 45 micras. El contenido de acidos 



organicos fuc detenmnado de acuerdo a la lecnica de Picha HD. (1985.). 
J.Agric.Food Chem. 33: 743-745. Se enconlro que las li'neas que expresan la 
construccion p35SCSb, presentan niveles de cilralo en sus raices hasia 10 veces 
mayores que las planias control no iransformadas (ver figura 3). 
5 Se.ha sugerido que la exudacion, mas que una acumulacion iniracelular de 

citrate, es probablemente la causa direcia de la capacidad de ciertas plantas para 
poder disolver y utilizar compuestos insolubles de ciertos nutrientes o para tolerar 
la presencia de concentraciones loxicas de cierios compuestos como el Aluminio, 
por io cual examinamos si un incremento en la sintesis de citralo en las planias 

10 CSb pudiese conducir a un incremento en su excrecion. Para cuantificar el nivel de 
secrecion de citrato en las raices de las plantas CSb y coniroL 50 plantulas de cada 
fueron germinadas en medio semisolido y posteriormenie transferidas a agua 
esteril por 12 horas; la cantidad de citrato exudada al agua fue dctcrminada por el 
meiodo de cromalografia de alta presion de Picha H. D. Se enconlro que las 

15 plantas de las Imeas CSb selecc|ionadas tenian niveles dc citralo cxudado hasta 4 
veces superior al de las plantas control (ver figura 3). La identidad qui'rnica del 
compuesto que es exudado de manera incrcmentada en las iineas CSb sc confirmo 
como citrato mediante tecnicas convencionales de cspeciroscopia de masas. 

20 Ejemplo 2 

Propiedades adquiridas por las planias Irans^enicas que 
conlienen en su yenoma la moiecula recombinanle que codifica para 
la Citralo Sinlasa de Pscudomonas acruf^inosa. 

25 1. Mayor eficicncia en la toma de disolucum y toma de Fosfato 

Con ia intencion de simular las condiciones nutricionaies que prevalecen en 
un suelo vertisol (cuyo impacto en la nuticion por Fosfato ya se ha descrito) 
decidimos empiear como suslrato un suelo compuesto por arena-limo en 
proporcion 1 : 1 el cual registra un pH de 8.2. El nivel de fosloro es menor a 5ppm. 

30 A este suelo se incorporaron dos iratamientos de Fosforo, utilizando como 

fuente el fosfato dc Sodio (NaH2P04), a una concentracion de 22 y 44 panes por 
millon (ppm). El fosfato dc Sodio se incorporo al suelo en una sola aplicacion al 
inicio del experimento. El fosfato de sodio es una fuente de Fosforo facilmenie 
asimilable por las plantas, pero del cual una parte imponante se convieiie en 

35 formas insolubles no utilizables en las condiciones utilizadas. 
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Ei reslo de los nutrienles necesarios para el crecimiento de las plantas se 
suminisLro en solucion acuosa que se aplico diariamenlc durante el iranscurso del 
experimenio que tuvo una duracion de 6 meses. 

Ei malerial vegetal utilizado consistio en dos lineas de plantas transgenicas 
5 denominadas CSb 5-4 y CSb 5-18, que sobreexpresan el gen de la citrato sintasa 
de P. aeuroginosa y una planta silvestre (1522) que fue utilizada como control. 

Las plantas se establecieron en bolsas se polietiieno conteniendo 2 

kilogramos de suelo con el tratanaiento de Fosforo respective. Se diseno un 

acomodo alealorio de las plantas en el invernadero formando bloques al azar 
1 0 consisiiendo cada tratamiento de 24 repeticiones. 

Con la intencion de monitorear de una manera mas estricta el desan-ollo dc 
las plantas se efectuaron inuestreos en 3 etapas del desarrollo de la plantas: 
crecimiento vegelativo, floracion y fmclificacion. De cada etapa se analizaron 8 
plantas para medir las sij|uientes variables agronomicas: altura de la planta, area 
15 foliar, peso fresco de la fronda, peso seco de la fronda, peso seco de la rai'z. 
Tambien se determinaron el niimero dc flores (para la etapa de floracion) y 
numero y peso seco total de capsulas o frutos (Para la etapa de fructificacion). 

El analisisde los dalos obtenidos para cada uno de los tralamicnios y cada 
una dc las variables analizadas, revclo que cxisle una corrclacion entre el las, cs 

20 decir que plantas con mayor altura tcnian mayor area folear y mayor peso seco. 
Debido a esta correlacion y que el peso seco rcpresenta de manera mas direcla la 
canlidad de biomasa acumulada por cada linea en los diferenics traiamienlos. en la 
figura 4 sc prescnian solo los rcsultados obtenidos para eslc ultimo parametro en la 
ultima etapa de evaluacion, el cual represcnta cl total de biomasa acumulada por la 

25 planta durante todo su cicio de vida. El peso seco de las capsulas, fronda y total sc 
determino de la siguiente manera: 

a) Peso seco total de capsulas (Incluye la biomasa acumulada en el total de 

frutos). 

La colecta de las capsulas se realize en plena etapa de senescencia de la 
30 planta, una vez que el llenado del grano habia concluido. La cosecha se realizo 
cuidadosamente escindiendo las capsulas desde la base del pedunculo y 
depositandolas en bolsas de papel dcxtrasa. Las bolsas se etiquetaron 
adecuadamente y se incluyeron para el secado del material vegetal en una estufa 
Heraeus Baureihe 6000 a una lemperatura de 70 grados centigrados durante 72 
35 horas. El material seco se peso en una balanza analitica Mettler PE 360 y los daios 



ron a un analisis esiadi'siico de vananza (anova) y dc 
comparacion de medias con el melodo dc Tukey. 

b) Peso seco de la fronda (Incluyc la biomasa total de tallo y hojas). 

Las hojas se cosecharon desde la base del pcciolo y se incluyeron cn 
5 conjuntocn bolsas de papcl dextrasa. El tallo se escindio desde la corona (la zona 
del tallo mas proxima al suelo). Todo el material proveniente de la misma planta se 
incluyo en una sola bolsa de papel debidamente etiquetada. Las muestras se 
secaron en una estufa Heraeus Baureihc 6000 a temperatura de 70 grados 
centigrados durante 72 horas. EI material seco se peso cn una balanza analitica 
10 Meuler PE 360 y los datos obtenidos se sometieron a un analisis cstadistico dc 
varianza (anova) y de comparacion de medias con el metodo dc Tukey. 

c) Peso seco total de la planta ( incluye peso dc la fronda y capsulas). Esie 
parametro se determin6 sumando el peso total de la fronda y el peso total de las 
capsulas. | 

\5 El analisis esladfstico revelo que las plantas transgenicas CSb 3-4 y 5-18 

que expresan cl gen dc la citrato sintasa de P. acrui^hiosa acumulan un mayor 
peso seco total dc las capsulas que la planta control ( 1522) cn cl tratamicnto de 22 
paries por millon (ppm) dc fosfoio, ver figura 4. La diferencia es significaliva con 
un intervalo dc confianza del 95, siendo las plantas transgenicas las que 

20 acumularon mayor biomasa. 

En el tratamiento de 44 ppm, la linea iransgenica B5 18 acumulo mayor 
biomasa que la transgcnica CSb 5-4 y la planta control (1522). La difcrciicia cn cl 
peso seco de las capsulas entre la linea CSb 5-18 y la control 1522 fuc 
estadisticamente significativa, con un intervalo de confianza del 95% (vcr figura 

25 5). 

El analisis del peso seco total de las plantas transgenicas CSb y plantas 
control, mostro que en los tratamientos de 22 y 44 ppm existc diferencia 
significativa entre las Ifneas dc plantas evaluadas con un intervalo de confianza del 
95 %. Se encontro que la linea transgenica CSb 5-18 acumulo mayor biomasa en 
30 fronda que la li'nea transgenica CSb 5-4, y que ambas lineas transgenicas 
acumularon mayor biomasa en fronda que la planta control no transformada (vcr 
figura 4 y 5). 

El analisis del peso seco total de las plantas transgenicas CSb y la planta 
control, confirmo que las plantas transgenicas acumulan mas biomasa que las 
35 plantas control no transformadas: 1) en el tratamiento dc 22 ppm, las dos lineas 
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iransgenicas acumularon valorcs mayores dc biomasa total que la pianla controK 
siendo estas diferencias estadislicamente significaiivas; 2) En el tratamiento de 44 
ppm, la planta transgenica CSb 5-18 acumulo significativamente mas biomasa en 
peso seco total que la planta control, mientras que no se observo diferencias 
significativas entre el peso seco total de la linea CSb 5-4 y el control (ver figura 4). 

Los resultados obtenidos demuestran que las plantas trasgenicas, que 
tienen una capacidad incrementada de sintesis y exudacion de acidos organ icos, 
acumulan mas biomasa que sus contrapartes no transgenicas cuando son crecidas 
en condiciones de fosforo disponible limitante. Tambien cs importante sefialar que 
la linea CSb 5-18 que exuda mas acidos organicos que la CSb 5-4, produjo en 
ambas condiciones mas biomasa, lo que comprueba que la capacidad de exudacion 
de acidos organicos tiene una correlacion directa con el crecimienio y acumulacion 
de biomasa en condiciones limitantes de fosforo disponible. Tambien es 
importante senalar que la biomasa acumulada por las plantas. CSb 5- 1 8 en el 
tratamiento donde se suplemento con 22 ppm de fosforo, fuc igual o superior a la 
biomasa acumulada por las plantas control crecidas a 44 ppms de fosforo (ver 
figura 6). Esto demuestra que con una aplicacion de la mitad del fcililizanie 
fosforico, la planta transgenica CSb 5-18 puede acumular tanta o mas biomasa que 
una planta control no transformada crecida en el doble de fertili/.antc. 

2. Tolcrancia dc las plaulas dc Tabaco que conticncn nivclcs iucrcmcnlados 
dc sintesis, acumulacion v exudacion dc ciirato a nivclcs foxicos dc aluniiuio a pH 



Debido a que la evidencia del papel de la excrecion dc ciirato en la 
tolerancia al aluminio es indirecta, fuc necesario deierminar si las lineas CSb con 
niveles elevados de sintesis y excrecion dc ciirato eran mas lolcrantes que las 
plantas control a concentraciones filoloxicas de aluminio. Dado que el crecimiento 
de la raiz se ha demostrado que correlaciona con la tolerancia al aluminio, 
cuantificamos el efecto que concentraciones crecientes de aluminio tienen sobrc cl 
crecimiento dc la raiz en las lineas CSb de Tabaco. 

Para evaluar el efecto del aluminio cn el crecimienio de las raices sc utilize) 
la lecnica de transferencia vertical (Taiz L and Murphy, A. (1995.). Plant 
Physiology. 108: 29-38.). Esta tecnica permile esiablecer el efecto toxico sobre el 
desarrollo de la rafz por compuestos adicionados a la solucion nuiriiiva, desde el 
momenio mismo de su aplicacion. 



dcido. 
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En nuesiros experimenios sc germinaron 100 semillas de la progenie T2 de 

CSb homocigoias y planias control sobre placas cubiertas con papel filtro y 
humectadas per capilaridad con solucion nutriliva Blaydes a pH 4.3. A los 7 dias 
de germinacion se rotan las placas que conlienen las planlulas en 90 grados y la 

5 solucion nutriliva es reemplazada por solucion nutritiva adicionada con aluminio y 
con pH ajustado a 4.3. Despues de 7 dias de crecer en presencia de aluminio, 
tiempo durante el cual se monitoreo diariamenie el pH, el cual se encontro no 
cambiar en mas de 0.2 unidades, se cuantifico la longitud de la raiz para cada 
linea. Se observo que la inhibicion del crecimiento de la raiz, al incrementar la 

10 concentracion del aluminio, es significalivamente menor en las lineas CSb respecio 
a la linea control. El analisis estadistico utilizando la contrastacion de un solo 
grado de libertad del analisis combinado de varianza (ANOVA) de dos 
experimentos independientes indico difercncias significalivas enire el control y las 
Imeas CSb en lodas las concenlraciones cvaluadas (P 0.0001 ), con la excepcion dc 

15 50|iM, para la cual no se obtuvo diferencia significaliva (ver figura 5). 

Para evaluar si la sobrcproduccion de citraio tambicn icni'a un efecto en cl 
desarrollo de la raiz de semillas gcrminadas direciamenie en medio contcnicndo 
aluminio (a pH 4.3), se germinaron semillas del control y lincas CSb en medio 
con aluminio en concenlraciones dc 0.1 a 1 \iM. Se observo que en 

20 concenlraciones mayores a 300 |llM, las semillas control germinaron pcro no 
desarrollaron sislema radical . La inspeccion cn delalle de las raiccs dc las planias 
control germinadas en medio contcniendo aluminio mosiro que cn bajas 
concenlraciones (50-75 |lM) dc esie elemenlo loxico tenia solo un efecto ligero en 
el desarrollo longitudinal de la raiz. pero inhibia scveramente el desarrollo dc pelos 

25 radicularcs, y que, en concenlraciones mayores a 300 |lM se delienc 
completamenie el crecimiento de la raiz y cl desarrollo dc pelos radiculares. 
Cuando las Imeas CSb se germinaron en medio contcniendo aluminio, se observo 
que lanto cl crecimiento de la raiz y el desarrollo de los pelos radicularcs fue 
allerado en menor grado por niveles toxicos de aluminio que los controles y que cl 

30 aspecto de la raiz para cada linea CSb, en presencia de concenlraciones loxicas de 
aluminio, correlaciona con su aciividad CS y nivel de ciiraio determinados 
previamente . 

Para corroborar que cl fenolipo de tolerancia a aluminio cs debido a la 
presencia del trasgen 35S-CSb en el genoma de las Imeas iransgenicas de tabaco, 
35 el patron de segregacion de tolerancia a aluminio fue examinado en la progenie Tl 
de las h'neas seleccionadas. Se observo una segregacion de fenolipos 




lolcranies/susceplibles con un patron 3:1 en las lineas que conlienen inserciones 
sencillas, y que la lolerancia a Aluminio consegrega con el gen de resisiencia a 
kanamicina presente en el T-DNA del vector binario empleado para la produccion 
de lineas CSb, confirmando que el fenotipo de resisiencia se debe a la presencia 
5 de la construccion 35S-CSb en el genoma de las lineas transgenicas de Tabaco 
analizadas. 

Ejempio 3 

Aplicabilidad general de la lecnologia 

L Aplicacion a diferentes especies vej^ctales 

10 Para demostrar que la invencion es apiicable a otras especies vegetales 

diferentes al Tabaco, el T-DNA contenido en la molecula recombinante p35S-CSb 
fue inlroducido al genoma de plantas de Papaya mediante el sisiema de 
transformacion por bombardeo de particulas (Cabrera-Ponce et al. (1995), Plant 
Cell Reports 15: 1-7), Tal como se observo previamente para Tabaco. se encontro 

15 que las li'neas de Papaya preseniaron niveles de aciividad Citrato Siniasa 2 a 3 
veces mayores que los controlcs iransformados con el vector sin la secuencia 
codificantc para CS. Para probar el nivel de lolerancia a aluminio en las Imeas CSb 
de Papaya, se transfirieron 20 plantas regeneradas de cada linca a medio dc 
enraizamienlo contcniendo diferentes concentraciones de aluminio. Se enconiro 

20 que el desarrollo de la raiz fue inhibido completamente en las plantas control 
cxpuesias a concentraciones de 50 |iM aluminio o mayores, siendo asf la Papaya 
mas sensible a la loxicidad por aluminio que el Tabaco. Bajo estas condiciones las 
plantas control no solo no formaron raiccs, sino que fueron incapaces de formar 
hojas nuevas o de expander las exisientes. En contraste, se encontro que las lineas 

25 CSb de Papaya fueron capaces de formar raices y crcccr normal menic en 
concentraciones de aluminio hasta de 300 ^iM. 

Breve descripcion de las figuras 

Figura I. Muestra la construccion de p35SCSb. Se indica tambien la 
30 secuencia nucleotidica y de aminoacidos en el sitio de la iniciacion de la traduccion 
del gen original de la CS de Pseudomonas aeruginosa (pPKB), la del vector de 
expresion pB2 y la secuencia resultante en p35SCSb, rcsuitado de la clonacion del 
fragmento Bel 1-Bam HI que contiene la mayor pane de la secuencia codificanie de 
la CS en el vector de expresion pB2. 
35 Figura 2. Determinacion dc la aciividad de citrato sintasa presente en 

extractos dc plantas transgenicas CSb y plantas control 1522. Se puede observar 



cas lienen una aclividad dc citrate siniasa aumentada con 

respecio del control. 

Figura 3. Determinacion de ios nivelcs de ciirato presentes en extractos de 
raiz de planlas transgenicas CSb y planias control. Tambien so presenta el nivel de 
5 ciirato exudado por las plantas transgenicas CSb y las plantas control. Se puedc 
observar que las plantas transgenicas tienen una capacidad incrementada de 
acumular y exudar acido citrico con respecto a las plantas control. 

Figura 4. Determinacion de la biomasa acumulada por plantas transgenicas 
dc tabaco que sobreexpresan el gen dc la citralo sintasa de Pseudomonas 
10 aeuroginosa (CSb 5-4 y CSb 5-18) y plantas control (1522) crecidas en presencia 
de 22 partes por millon de fosforo. La biomasa acumulada se presenta como peso 
seco de capsulas, fronda y capsulas + fronda. Los resuitados presentados son el 
promedio y error estandar de ocho repeticiones por tratamiento. El analisis 
cstadistico (ANOVA y prucba de Tukey), revclo que cxisle un aumcnto en el 
15 rendfrnienio en las plantas transgenicas comparado con las plantas control en las 
conccntracioncs de fosforo que se probaron. 

Figura 5. Determinacion de la biomasa acumulada por plantas iransgt3nicas 
dc tabaco que sobreexpresan el gen dc la citralo siniasa dc Psciulomoruts 
aeurofiinosa (CSb 5-4 y CSb 5-18) y plantas control ( 1522) crecidas en presencia 
20 dc 44 partes por millon de fosforo. La biomasa acumulada sc presenta como peso 
seco dc capsulas, fronda y capsulas + fronda. Los resuitados presentados son el 
promedio y error estandar de ocho repeticiones por tratamiento. El analisis 
estadistico (ANOVA y prueba de Tukey), revclo que exisie un aumento cn cl 
rendimiento en las plantas transgenicas comparado con las plantas control cn las 
25 concentraciones de fosforo que se probaron. 

Figura 6. Comparacion de la biomasa total producida por las plantas 
trangenicas CSb 5-18 y las plantas control, crecidas a 22 y 44 partes por millon de 
fosforo. 

Figura 7. Determinacion del efecto de concentraciones crecientes dc 
30 aluminio a pH 4.5 sobre el crecimiento de la raiz de platas transgenicas CSb y 
plantas control. El efecto esta graficado como el porcentaje de inhibicion del 
crecimiento de la raiz en presencia de aluminio con respecio al crecimiento de las 
mismas plantas en ausencia de aluminio. Se puede observar que las raices dc las 
plantas transgenicas CSb crecen mejor en presencia de concentraciones toxicas de 
35 aluminio. 
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REIVINDICACIONES 

5 1. Metodo para la obtencion de plantas iransgenicas que lienen una capacidad 
aumentada de sinietizar, acumular y exudar acidos organicos, por integracion a 
su genoma de una molecula de ADN recombinante heterologa, que codifica 
para enzimas que sintetizan acidos organicos. que comprende los siguienies 
pasos: 

10 

a) La preparacion de una molecula de ADN recombinante heterologa que 
comprende uno o mas genes que codifican para enzimas que sintetizan acidos 
organicos, funcionalmente ligadas a una secuencia promotora dc la 
transcripcion funcional en plantas, y a una secuencia tcrminadora de la 
15 transcripcion funcional en plantas. . 

I b) La transformacion de celulas vegeiales con la molecula de ADN recombinante , 

y 

c) La regeneracion de plantas transgenicas a panir dc celulas (ransformadas, o dc 
semilias de plantas obtenidas de dichas celulas transformadas, por una o varias 
20 generaciones, donde la informacion genetica de dichas celulas transformadas, 
incluyc la molecula de ADN recombinante que codifica para enzimas que 
sintetizan acidos organicos. 

2. El metodo de la reivindicacion 1 donde la molecula dc ADN recombiiianlc 
25 comprende uno o mas genes microbianos que codifican para una cnzima que 

sintetiza acidos organicos. 

3. El metodo dc la reivindicacion I donde la molecula de ADN recombinante 
comprende un gen de origen vegetal que codifica para una enzima que sintetiza 

30 acidos organicos. 

4. El metodo de la reivindicacion 1 donde la molecula dc ADN recombinante 
comprende un gen de origen animal que codifica para una enzima que sintetiza 
acidos organicos. 



vindicacion 2 donde la molecula dc ADN recombinanie 
comprende uno o mas gene bacierianos que codifican para una enzima que 
sinleliza acidos organicos. 

5 6. El metodo de la reivindicacion 1 donde la molecula recombinanie comprende 
un gen que codifica para la enzima Citrato Sintasa. 

7. El metodo de la reivindicacion 1 donde la molecula recombinanie comprende 
un gen que codifica para la enzima Malato Deshidrogenasa. 

10 

8. El metodo de la reivindicacion 1 donde la enzima que sintetiza acidos 
organicos o se localiza en el citoplasma.. 

9. El metodo dc la reivindicacion 1 donde la enzima que sinleliza acidos 
15 organicos se localiza cn cloroplasio. 1 

10. El metodo de la reivindicacion 1 donde la enzima que sintetiza acidos 
organicos se localiza en la miiocondria. 

20 1 1 . El melodo de la reivindicacion 5 donde la molecula recombinanie comprende 
un gen de Pseudomonas aerui^inosa que codifica la Cilralo Sintasa. 

12. El metodo dc las reivindicaciones 1-10 donde el terminador de la transcripcion 
cs cl icrminador dc la transcripcion del gen de la Nopalina SiiUeiasa. 

25 

13. El metodo de las reivindicaciones 1-10 donde el promolor cs un promoior 
constitutivo. 

14. El metodo de las reivindicaciones 1-10 donde el promoior es un promolor 
30 especifico de raices. 

15. El metodo de las reivindicaciones I -10 donde el promolor es un promoior 
inducible por estres causado por baja disponibilidad de Fosfalo. 



35 16. El metodo de las reivindicaciones 1-10 donde el promoter es un promolor 
inducible por estres causado por baia disponibilidad de Fierro. 
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17. El metodo de las reivindicaciones 1-10 donde el promoior es el promoior 35S 
del virus del mosaico de la coiiflor. 

5 1 8. El metodo de las reivindicaciones 9 y 10 donde la molecula recombinantc 
comprende una secuencia de peptido serial para dirigir una enzima helerologa 
que sintetiza acidos organicos al cloroplaslo o la mitocondria de las celulas 
transgenicas. 

10 19. Una molecula de ADN recombinante helerologa que comprende uno o mas 
genes que codifican para enzimas que sintetizan acidos organicos, 
funcionalmcnte ligadas a una secuencia promolora de la iranscripcion funcional 
en planias, y a una secuencia lerminadora dc la iranscripcion funcional en 
planias, 

15 I 

20. La molecula de ADN recombinante dc la reivindicacion 19, donde el gen que 
codifica para la enzima que sintetiza acidos organicos, cs uno o nuis genes 
microbianos. 

20 21. La molecula de ADN recombinante de la reivindicacion 19, donde el gen que 
codifica para la enzima que sintetiza acidos organicos es un gen dc origen 
vegetal. 

22. La molecula de ADN recombinanlc de la reivindicacion 19, donde el gen que 
25 codifica para la enzima que sintetiza acidos organicos cs un gen de origen 

animal. 

23. La molecula de ADN recombinante de la reivindicacion 19, donde el gen que 
codifica para la enzima que sintetiza acidos organicos es uno o mas genes 

30 bacterianos. 

24. La molecula de ADN recombinante de la reivindicacion 19, donde el gen que 
codifica para la enzima que sintetiza acidos organicos cs un gen que codifica 
para la enzima citrato sintasa. 

35 



25. La molecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 19, dondc el gen que 
codifica para la enzima que sinleliza licidos organicos es un gen dc 
Pscudomonas aeruginosa que codifica para la enzima citralo sintasa. 

5 26. La molecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 19, donde el gen que 
codifica para la enzima que sintetiza acidos organicos es un gen que codifica 
para la enzima Malato Deshirogenasa. 

27. La molecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 19, donde el gen que 
10 codifica para la enzima que sinleliza acidos organicos es un enzima que se 

localiza en el citoplasma. 

28. La molecula de ADN recombinanie dc la reivindicacion 19, dondc el gen que 
codifica para la enzima que sinleliza acidos organicos es un enzima que se 

1 5 localiza en cloroplasio. 

29. La molecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 1 9, dondc el promoior 
es un promotor es un promoior consliluiivo. 

20 30. La molecula de ADN recombinanie dc la reivindicacion 19, donde el 
promoior es un promoior es un promoior especifico de raices. 

31. La molecula de ADN reconibinantc dc la reivindicacion 19, doiuic cl 
promotor es un promoior es un promoior inducible por esires causado por baja 

23 disponibilidad de Fosfalo. 

32. La molecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 19, donde cl 
promoior es un promoior es un promoior inducible por esires causado por baja 
disponibilidad de Fierrg,^ . 

30 

33. La molecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 19, donde el promoior 
es un promoior es el promoior 35S del virus del mosaico de la coliflor. 
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34. La mojecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 19, que comprende 
una secuencia que codifica un peplido dc iransito para cloroplasio o 
milocondria funcional en plantas. 

5 

35. La moleculade ADN recombinate de la reivindicacion 19, que comprende una 
secuencia que codifica para un teniiinador de la transcripcion que es el 
lerminador de la irascripcion del gen de la Nopalina Sinteiasa. 

10 36. La molecula de ADN recombinanie de la reivindicacion 19, como se define cn 
la figura I . 

37. El vccior que comprende la molecula dc ADN recombinanie dc la 
reivindicacion 19. 

15 ! 

38. Planlas transgenicas con capacidad incrcmcniada dc sinleiizar, acumular y 
exudar acidos organicos por iniegracion a su genoma de una molecula dc ADN 
recombinanie hclcrologa como sc define cn cualquicra dc las rcivindicacioncs 
19 a 36. 

20 

39. Las planlas iransgenicas de la reivindicacion 38 que son tolcranlcs a 
concenlraciones loxicas dc Aluminio. 

40. Las planlas iransgenicas de la reivindicacion 38 que lienen capacidad 
25 incrcmcnlada para solubiiizar o acumular Fosfalo. 

4LLas plantas transgenicas de la reivindicacion 38 que lienen capacidad 
incrementada para solubiiizar o acumular Fierro. 

30 42. Las plantas transgenicas de la reivindicacion 38 que requicrc menos 
fertilizanle para su crecimiento. 



43. Las planlas iransgenicas de la reivindicacion 38 que sc dcsarrollan mejor o 
licne mayor produciividad en suelos acidos. 

35 



44. Las planlas iransgenicas de la reivindicacion 38, donde la plania es una 
monocoliledonea 



45. Piantas iransgenicas de la reivindicacion 3S. donde la planta es una 
5 dicotiledonea 

46. Piantas iransgenicas de la reivindicacion 44, donde la plania peitenece a 
cualquiera de las familias: Poaceae 6 Lileaceac. 

10 47. Planlas iransgenicas de la reivindicacion 45. donde la plania perlenece a 
cualquiera do las familias: Le}*umin()secu\ Solenaceae. Caricacecw 6 
Cucurhitaccac. 

48. Piantas iransgenicas de la reivindicacion 44, donde la plania perlenece a 
15 cualquiera de la especies: Triticum spp^ Otyza safiva. Zca nwys\ Sorghuni 

hicol()}\ Avcna sativa 6 Saccharum officcicumnviu 

49. Piantas iransgenicas de la reivindicacion 45, donde la plania perlenece a 
cualquiera de las especies: Solanum tuhcrosum. Lycopcrsicum sculcntum 6 

20 Glycine max, 

50. Planlas iransgenicas de la reivindicacion 45, donde la plania es del gencro 
Nicoiiana 

25 51. Planlas iransgenicas de la reivindicacion 50, donde la planta es de la cspecle 
Nicoiiana tahacum. 

52. Piantas iransgenicas de la reivindicacion 45, donde la plania es del genero 
Carica. 

30 

53. Piantas iransgenicas de la reivindicacion 52, donde la plania es de la especie 
Carica papaya. 

54. El uso de las planlas iransgenicas de la reivindicacion 26 en suelos acidos. 

35 




55. El uso de las plantas transgenicas de la reivindicacion 26 en suelos que 
conicngan fosfalos en foimas no disponibles para la nutricion vegetal. 

56. El uso de las plantas transgenicas de la reivindicacion 26 para praclicas o 
5 sistemas de cuilivo que usen menos feitilizanlc, 

57. Las semillas transgenicas obtenibles de una planta transgenica como se define 
en la reivindicacion 26. 

10 58. Una celula transformada o protopla.sto transformado con la molecula de ADN 
recombinantc como se define en cualquiera de las reivindicaciones 19 a 36. 
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CCWROL CSb 5-4 CSb 5-11 CSb 5-15 CSb 5-18 
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Linea 


Nivel de citrato en 
extractos de raiz 
(mM/g peso fresco) 


Nivel de exudacion 
de citrato 
(nM/plantula/h) 


Cont rol 


0.43±0.05 


671 7.2 


CSb 5-4 


1 .4110.07 


105112.2 


CSb 5-11 


1.6210.08 


1 11112.6 


CSb 5-15 


2.3110.1 0 


163114.3 


Csb 5-18 


4.4710.35 


231115.3 



Figura 3 



4 I 7 



Peso seco total 
(gramos) 


13.1 ±0.55 
14.3±0.56 
16.8±0.61 


Peso seco de fronda 
(gramos) 


9.22 ± 0.42 
9.87 ± 0.41 
1 1.60 ±0.43 


Peso seco de capsulas 
(gramos) 


3.87±0.27 
4.41 ±0.28 
5.13±0.30 


Linea 


1522 
CSb 5-4 
CSb 5-18 
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Peso seco total 
(gramos) 


15.8±0.55 
16.1 ±0.53 
17.5±0.54 


Peso seco de fronda 
(gramos) 


10.30 ± 0.43 
10.60 ± 0.41 
1 1 .20 ± 0.44 


Peso seco de capsulas 
(gramos) 


5.48 ±0.29 
5.59±0.30 
6.13±0.31 


Linea 


1522 
CSb 5-4 
CSb 5-18 



wo VV/C3H)U 
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Linea 


Peso seco total 
(gramos) 


22 ppm fosforo 


44 ppm fosforo 


1522 
CSB 5-18 


13.1 ± 0.55 
16.8 ± 0.61 


15.8 ± 0.55 
17.5 ± 0.54 



Figura 6 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



lt»lcmuti(»iial apf)Iti:ali(ni No 
PCT/MiiMti020 



A. CLASSIFICATION OK SUaiECTNIATTER 

1PC(6) :CI2N 15/82, 5/04; AOIH 5/00. 5/10. 4/00; C12P 21/06 
US CL .536/23.1. 23.7; 435/69. 1 . 4 10, 418. 419; 800/278 
According lo Intcmaiional Patent Classification (IPO or to bnth national classilicanon and \VC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classificaiion system followed by classification symbols) 
U.S. : 536/23.1.23.7;435/69.1.410. 418. 4 19; 800/278 



Documentation searched other than mm 



imum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted dunng the miemational search (name of data base and, where practicable, search terms used) 
MEDLINE. AGRICOLA. BIOSIS. APS, WIPDS 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Caicgor>'* 



X 



Y 



Citation of documenl. with indication, where appropnale. of the relevant passages 



DE LA FUENTE el al. Aluminium Tolerance in Trangenic Plants 
by Alteration ofijCitrate Synthesis. Science. 06 June 1997, Vol. 276, 
No. 5318, pages 1566-1568, see entire content. 

DONALD et al. Cloning, Sequencing, and Expression of the Gene 
for NADH-Sensiiive Citrate Synthase of Pscudomonas Ae ruginosa. 
J. Bacteriol. October 1989, Vol. 171, No. 10, pages 5542-5550, see 
entire content. 



Relevant to claim No. 



1-6,8-21 ,23- 
25,27-29.35-43, 
45, 53 

1-58 



□ 



Further documcn 



Ls arc listed in the continuation of Box C. Q See patent fumily unnex. 



* Special cBtegohei of ctted documenti: 

•A* document defininp the pener»l lUU of tlie art which i> not considered 

to be of particular relevance 

'E' earlier document publithed on or after the tntemauonal filing date 

•L" document which may throw doubu on priority clainiU) oi which is 

cited to esttbliih the pubhcalion dsu of anollicr citauon or otlier 
special reason (as specified) 

•Q' document referring to an oral disclosure, use, cxhibiUon oi oihei 

means 

•p* document published prior to the tntemauonal filing date but later tiiari 

the priority date claimed 



Uur document published after Uic inteniaijonul CiVmf. datr or priority 
date and not in conOict with tlie application but cited to undent*nd 
the pnnciplo Of theory underiyinp the invention 

document of particular relevance, the claimed invenuon cannot be 
considered novel or cannot be considered to uivoive an mvenUve sUp 
when the document is token alone 

documenl of parUcular relevance; U.e claimed invenuon cannot be 
considered to uivolve an inventive sup when Uie document ii 
combined wiUi one or more other such documenU. such combinauon 
being obvious to a person skilled m tlie art 

document member of tlie same puunt family 



Date of the actual completion of the international search 



29 APRIL 1999 



Name and mailing address of the ISA/US 
Commissioner of Pilcnls and Tradcmarlcs 
Box PCT 

Washingtoci, D.C. 20231 
Facsimile No. (703) 305-3230 



Dale of mailing of the international search report 



02 JUL 1999 



Aulhoriz 



5AMA M-FAIZ ZAGHMOUT /^^^ 



OUSAMA 
Telephone No (703> 30K-0 1 ^6 



Form PCT/lSA/210 (second shcetXJuly 1992)* 



